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RESUMO 
Apesar do grande progresso na terapia do câncer ao longo das últimas décadas, a 
aquisição de resistência ainda é o principal desafio para o tratamento do câncer. Na 
última década nosso grupo de pesquisa realizou várias análises em larga escala 
para identificar diferenças bioquímicas entre duas linhagens de células leucêmicas, 
K562 e Lucena-1, sendo que esta última apresenta fenótipo de resistência. Diante 
disso, foram identificadas duas enzimas que estão bastante ativadas nas células 
resistentes: piruvato desidrogenase quinase 1 (PDK-1) e proteína tirosina fosfatase 
de baixa massa molecular (LMWPTP). A PDK-1 contribui para definir o destino 
metabólico do piruvato. Partindo destes achados, o presente trabalho teve como 
questionamento central: a alta atividade da LMWPTP em células leucêmicas 
resistentes poderia definir o destino metabólico da glicose nessas células? Para isso, 
foi dado foco na análise da via glicolítica (através da determinação da expressão 
e/ou atividade de enzimas chaves do metabolismo glicolítico), função mitocondrial (a 
partir da avaliação de proteínas mitocondriais e consumo de oxigênio) e expressão 
de microRNAs (microarranjo), já que estes últimos apresentam papel importante na 
regulação da síntese proteica. Dentre os resultados obtidos, destacamos que as 
células de leucemia resistentes apresentam menor metabolismo mitocondrial devido, 
em parte, à baixa expressão de piruvato desidrogenase, succinato desidrogenase e 
Canal aniônico dependente de voltagem (VDAC). Ademais, estas células 
apresentaram maior expressão do transportador de glicose tipo 1 (Glut-1) e maior 
produção de lactato. A fim de correlacionarmos a LMWPTP com este perfil 
metabólico mais glicolítico das células resistentes, incluímos como modelo de estudo 
células Lucena-1 com silenciamento da LMWPTP. Estas células silenciadas 
apresentam uma grande redução de expressão do receptor da insulina (β-IR) e Glut-
1. Além disso, observamos que a via PI3K/Akt/mTOR está menos ativa nessas 
células. Outro achado interessante é que alguns microRNAs que têm como alvos 
enzimas mitocondriais estão mais expressos nas células Lucena-1 e que nas células 
silenciadas, os mesmos se encontram com menor regulação. Este é o primeiro relato 
sobre o papel da LMWPTP na reprogramação metabólica da glicose, o qual reforça 
o potencial dessa proteína tirosina fosfatase como alvo terapêutico. 
 
 
Palavras-chave: proteína tirosina fosfatase de baixa massa molecular, leucemia 
mieloide crônica, metabolismo de glicose, microRNA. 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
Despite the great progress in cancer therapy over the past decades, resistance 
acquisition is still the main challenge for the treatment of cancer. In the last decade 
our research group conducted several large-scale analysis to identify biochemical 
differences between two leukemic cells lines K562 and Lucena-1 (which displays 
resistant phenotype). Based on that, two enzymes were identified that are activated 
in resistant cells: pyruvate dehydrogenase kinase 1 (PDK-1) and the low molecular 
weight protein tyrosine phosphatase (LMWPTP). PDK-1 contributes to define the 
cellular metabolic fate of pyruvate. Based on these findings, the major question of the 
present study was: Could the high activity of LMWPTP in resistant leukemia cells 
define the metabolic fate of glucose in those cells? For this, we focused our attention 
on the analysis of the glycolytic pathway (determination of glycolytic enzymes activity 
and/or expression), mitochondrial function (analysis of mitochondrial protein and 
oxygen consumption) and expression of microRNAs (microarray) since these latter 
plays an important role in the regulation of protein synthesis. Among the results 
obtained, we point out that the resistant leukemia cells have lower mitochondrial 
metabolism partly due to the low expression of pyruvate dehydrogenase, succinate 
dehydrogenase and voltage-dependent anion channel (VDAC). Furthermore, these 
cells exhibited increased expression of the glucose transporter type 1 (Glut-1) and 
increased lactate production. In order to correlate the LMWPTP with this more 
glycolytic metabolic profile of resistant cells, we included as a study model Lucena-1 
cells with silenced LMWPTP. These cells have a greatly reduced expression of 
insulin receptor (β-IR) and Glut-1. In addition, we observed that the PI3K/Akt/mTOR 
pathway was less active in these cells. Another interesting finding is that some 
microRNAs, which target mitochondrial enzymes, are more expressed in Lucena-1 
cells. On the other hand, in silenced cells, those microRNAs were downregulated. 
This is the first report about the importance of LMWPTP in the metabolic 
reprogramming of glucose and highlights the potential of this phosphatase as 
therapeutic target.  
 
 
 
Key-words: low molecular weight protein tyrosine phosphatase, chronic myeloid 
leukemia, glucose metabolism, microRNA. 
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1. INTRODUÇÃO 
Leucemia Mieloide Crônica 
A Leucemia Mieloide Crônica (CML, do inglês Chronic Mieloid Leukemia) é uma 
neoplasia que afeta células do tecido hematopoiético, especificamente da linhagem 
mieloide, com comprometimento do desenvolvimento dessas células, que 
apresentam características imaturas. A função fisiológica de células mieloides 
(granulócitos) é auxiliar na manutenção do sistema imunológico. Devido à 
proliferação desordenada dessas células tumorais, ocorre acúmulo na circulação 
sanguínea, medula óssea, além de órgãos como baço e fígado. Sendo assim, os 
sintomas comumente relacionados à CML são inchaço e desconforto abdominal, 
além de sintomatologia relacionada à deficiência de glóbulos brancos 
(susceptibilidade a infecções), a deficiência de células vermelhas normais (cansaço, 
fraqueza) e a deficiência de plaquetas (sangramentos) - (Leukaemia & Blood 
Foundation, 2015; Jabbour-Kantarjian, 2016).  
A incidência de CML é de 1-2 casos por 100.000 adultos, e corresponde 
aproximadamente a 15% dos casos diagnosticados, dentre todos os tipos de 
leucemia em adultos (Jabbour-Kantarjian, 2016). Segundo dados do Instituto 
Nacional do Câncer (INCA), para 2016, as estimativas de novos casos de leucemias 
são de 10.070, sendo 5.540 homens e 4.530 mulheres. O número de mortes 
relacionadas à leucemia atingiu 6.316 indivíduos, sendo 3.439 homens e 2.877 
mulheres em 2013 (INCA, 2016). Esses dados reforçam a necessidade de buscar 
informações mais detalhadas sobre esse tipo de câncer a fim de elucidar 
mecanismos moleculares para aumentar a efetividade de tratamentos. 
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A principal característica da CML é a presença do cromossomo Philadelphia (Ph), 
que resulta da translocação t (9;22) (q34;q11) e que codifica um produto de fusão 
gênica BCR e ABL, a proteína quinase Bcr-Abl. Essa quinase encontra-se 
constitutivamente expressa e ativa em células de leucemia e modula várias vias de 
sinalização que, coletivamente, conferem a estas células cancerosas a vantagem 
proliferativa e a resistência a apoptose (Dufies et al., 2011). A oncoproteína Bcr-Abl 
ativa diversas vias de sinalização paralelas que são responsáveis pela indução de 
proliferação celular, perda de aderência, bloqueio da diferenciação celular e inibição 
da morte celular programada. Através destes efeitos celulares, a oncoproteína Bcr-
Abl tem sido descrita como a principal efetora da transformação celular na 
CML (Mencalha et al., 2014). A análise da mutação mostra que a atividade da 
proteína quinase é uma exigência absoluta para a transformação maligna (Mughal et 
al., 2013). Além da presença da quinase Brc-Abl, em muitos casos existem várias 
alterações moleculares que culminam na aquisição de resistência das células 
leucêmicas a quimioterápicos.  
 
Desafios no tratamento do câncer: resistência a múltiplas drogas 
 A habilidade com que as células cancerígenas se tornam resistentes à 
inibição do crescimento e às ações citotóxicas de agentes quimioterápicos reflete a 
capacidade de reprogramação molecular e desenvolvimento de estratégias de 
sobrevivência por parte das células tumorais. A resistência a quimioterápicos pode 
emergir como um evento espontâneo ou ser induzida pelo tratamento prolongado 
com agentes anti-neoplásicos. (Kappelmayer et al., 2004; Nobili et al., 2006; 
Vadlapatla et al., 2013). Independentemente de sua origem, o processo de 
17 
 
 
 
 
resistência a quimioterápicos tem se tornado um importante obstáculo no tratamento 
de pacientes com câncer, contribuindo para a redução na taxa de sobrevida desses 
pacientes. O fenótipo de resistência a multidrogas – MDR (do inglês, multidrug 
resistance) foi associado a alterações celulares, incluindo o ciclo celular, aumento na 
eficiência de reparo do DNA, redução de apoptose e/ou autofagia, alteração no 
metabolismo de xenobióticos, aumento do tráfego de vesículas intracelulares, 
indução de expressão de genes de respostas emergenciais, alteração em lipídeos 
de membrana e alteração de alvos de medicamentos.  (Kondo et al., 2005; Szakács 
et al., 2006; Logue e Morrison, 2012; Vadlapatla et al., 2013).  
O mecanismo mais comum desenvolvido por células tumorais é o aumento do 
efluxo de drogas citotóxicas hidrofóbicas através de um sistema dependente de 
energia, mediado por membros da família de transportadores ABC (do inglês, ATP-
binding cassete transporters). Esses transportadores foram descritos na década de 
70 sendo que vários membros dessa família apresentaram capacidade de serem 
potentes indutores de MDR, destacando-se o papel da glicoproteína-P (P-gp), 
proteínas MDR relacionadas e proteína transportadora de peptídeos antigênicos 
(Hirose et al., 2003; Kruh and Belinsky, 2003; Al-Shawi et al. 2005; Ozben, 2006; 
Szakács et al., 2006; Vadlapatla et al., 2013). O aumento na expressão de P-gp, 
produto gênico de MDR1, foi mostrado como fator suficiente para a aquisição do 
fenótipo MDR quando a célula é submetida ao tratamento com várias drogas 
lipossolúveis, incluindo antraciclinas (doxorubicina), alcaloides da vinca (vinblastina, 
vincristina), antibióticos (dactinomicina) e outras. De fato, células com alta expressão 
de P-gp são capazes de expulsar uma grande variedade de drogas não relacionadas 
estruturalmente, impedindo que níveis intracelulares tóxicos sejam alcançados 
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(Rumjanek et al., 2001; Hirose et al., 2003; Szakács et al., 2006; Vadlapatla et al., 
2013). 
Além do mencionado acima, nosso grupo de pesquisa tem como hipótese que a 
LMWPTP e microRNAs podem estar associados com o processo de resistência 
através da reprogramação do metabolismo de glicose. Sendo assim, essa hipótese 
norteou esse estudo. 
 
Proteína tirosina fosfatase de baixa massa molecular e resistência de células 
leucêmicas 
 A fosforilação e desfosforilação são as principais formas de modulação 
covalente rápida e reversível de proteínas (Tamura et al., 2004; Mumby, 2007; 
Jailkhani et al., 2011). A fosforilação de uma proteína pode criar um novo sítio de 
reconhecimento para interações proteína-proteína, controlar a estabilidade proteica 
e, mais importante, pode regular a atividade enzimática. Desta forma, a fosforilação 
de resíduos de tirosina, serina e treonina mediada pelo balanço entre a ação de 
quinases e fosfatases é reconhecida como fator crucial na geração e regulação de 
sinais necessários para a sobrevivência, proliferação, diferenciação e morte celular 
(Jailkhani et al., 2011). Nesse contexto, mudanças anormais na atividade dessas 
enzimas podem proporcionar consequências graves, como por exemplo, câncer 
(Mustelin et al., 2005; Ferreira et al., 2006; Souza et al., 2009; Jailkhani et al., 2011; 
Labbé et al., 2012). 
 Com base na função, estrutura, sequência, especificidade, sensibilidade a 
ativadores e inibidores, as fosfatases podem ser divididas em duas grandes famílias: 
19 
 
 
 
 
serina/treonina fosfatases e tirosina fosfatases (Aoyama et al., 2003; Ferreira et al., 
2006; Souza et al., 2009; Alho et al, 2013). No genoma humano já foram 
identificados 107 genes que codificam enzimas da família das proteínas tirosinas 
fosfatases, as quais podem ser divididas em quatro subfamílias: classe I, classe II, 
classe III e IV. (Mustelin et al., 2005; Alonso et al., 2004; Souza et al., 2009). O 
número de estudos que apontam a importância das proteínas tirosina fosfatases na 
regulação tumoral tem crescido substancialmente (Labbé et al., 2012; Hoekstra et 
al., 2012; Wei et al., 2012). 
 No contexto do câncer, as proteínas tirosina fosfatases de baixa massa 
molecular (LMWPTP, do inglês Low Molecular Weight Protein Tyrosine 
Phosphatase) têm sido apontadas como peça chave (Ferreira et al., 2006; Souza et 
al., 2009; Ruela-de-Sousa et al., 2016). As LMWPTPs constituem um grupo de 
enzimas tirosina específicas de 18 kDa (pertencentes à classe II), também 
conhecidas como ACP1, amplamente expressas em diferentes tecidos. Em humanos 
são codificadas por uma única cópia do gene ACP1, localizado no cromossomo dois, 
cuja transcrição origina quatro diferentes RNAs mensageiros através de um 
complexo sistema de splicing alternativo. Das quatro isoformas de LMWPTPs 
apenas duas, isoforma 1 e isoforma 2, demonstram ter atividade catalítica exercendo 
funções até o momento consideradas como idênticas (Modesti et al., 1998; Souza et 
al., 2009).  
Em 2006, nosso grupo de pesquisa observou que células de CML resistente, 
tratadas com inibidor de proteínas tirosina fosfatase se tornavam mais sensíveis a 
quimioterápicos (Patente Brasileira - Ferreira et al., 2006). Após estes achados, o 
desafio foi obter informações moleculares sobre o envolvimento desta fosfatase no 
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processo de resistência. Para isso, realizamos uma análise comparativa entre duas 
linhagens celulares de CML crônica: K562 (sensível a quimioterápicos) e Lucena-1 
(apresenta fenótipo de resistência a quimioterápicos). Ambas as linhagens 
expressam a proteína tirosina quinase Bcr-Abl, marcadora deste tipo de leucemia, e 
a linhagem Lucena-1 apresenta também uma alta expressão da P-gp. 
Demonstramos que células de CML (K562) transfectadas com o gene da LMWPTP 
se tornaram menos sensíveis ao tratamento com vincristina, em relação às células 
não transfectadas (Ferreira et al., 2012). Em termos moleculares, observamos que a 
LMWPTP, nas células leucêmicas resistentes, é crucial para a manutenção da 
atividade das proteínas quinases Src e Bcr-Abl e, consequentemente, manter a 
agressividade destas células (Ferreira et al., 2012). 
 
Metabolismo de Glicose e Efeito Warburg 
De maneira geral, as células utilizam glicose como primeira fonte de energia 
para crescimento e sobrevivência. Em condições de oferta de oxigênio, a glicose é 
metabolizada a CO2 e água através da via glicolítica e cadeia respiratória, em que 
essa via de metabolismo fornece ATP através de fosforilação oxidativa (saldo de 
produção de ATP: 38). Na baixa disponibilidade de oxigênio, as células metabolizam 
glicose até lactato (saldo de produção de ATP: 2). Essa via é menos eficiente 
energeticamente que a oxidativa, uma vez que a produção de ATP torna-se 
reduzida, quando comparada com a produção de ATP pelo metabolismo oxidativo. 
Otto Warburg elucidou o mecanismo de metabolismo energético de células tumorais 
ao descrever que mesmo na presença de oxigênio, o produto final predominante da 
glicólise é o lactato, ou seja, através da via menos eficiente de produção de energia. 
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O fenômeno ficou conhecido como Efeito Warburg, no qual a glicose é metabolizada 
com o objetivo de fornecer substratos para a biossíntese de nucleotídeos, 
aminoácidos e NADPH que são utilizados na proliferação celular e manutenção de 
sobrevivência (Warburg, 1956; Luo & Semenza, 2012). 
O fenótipo mais glicolítico de algumas células tumorais é garantido pela 
expressão diferencial de algumas proteínas, como por exemplo, o aumento da 
expressão de transportador de glicose, Glut-1. A partir da sinalização de mTORC1 
ocorre ativação de fatores de transcrição como c-Myc e HIF-1α, os quais também 
promovem o aumento de expressão de enzimas da via glicolítica, tais como 
fosfofrutoquinase e piruvato-quinase, além de lactato desidrogenase (Cheng et al., 
2014; Ramsay & Cantrell, 2015).  
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Figura 1. Metabolismo de glicose e o Efeito Warburg. O metabolismo de glicose 
em células tumorais apresenta o predomínio da formação de lactato a partir de 
piruvato. A glicose internalizada nas células pelo transportador de glicose, por 
exemplo, Glut-1, é fosforilada a glicose-6-fosfato (Glicose-6-P) pela enzima 
hexoquinase. Essa glicose fosforilada pode apresentar dois destinos principais: 
glicólise e via das pentoses-fosfato, dependendo das condições metabólicas da 
célula. Células tumorais que apresentam fenótipo mais glicolítico, mecanismo 
elucidado por Warburg, têm predominância da via glicolítica (A) e via das pentoses-
fosfato (B). A via glicolítica fornece piruvato que é convertido a lactato pela enzima 
Lactato desidrogenase (LDH). A via das pentoses-fosfato fornece intermediários 
biossintéticos como nucleotídeos e NADPH. Além disso, a ativação da via 
PI3K/AKT/mTOR promove ativação da via glicolítica, bem como ativação de fatores 
de transcrição como HIF-1α. O fator de transcrição c-Myc associado à HIF-1α 
também promovem a ativação da via glicolítica, através da modulação positiva de 
expressão das enzimas da via glicolítica (C).  
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microRNA e câncer 
Os microRNAs (miRNA) compreendem uma abundante classe de pequenos 
RNAs contendo 21-23 nucleotídeos. Esses miRNAs são RNAs não codificantes os 
quais regulam a expressão de genes. Desta forma, muitas evidências sugerem que 
os miRNAs apresentam importantes papéis no controle de muitos processos 
biológicos (Gartel & Kandel, 2008). Os miRNAs maduros (simples fita) são 
acoplados juntamente com proteínas da família argonautas ao complexo miRISC 
(complexo de silenciamento induzido por miRNA), o qual é guiado à sequência alvo. 
A maioria dos miRNAs reconhece sítios alvos por pareamento incompleto das bases 
com o 3´UTR (região não traduzida do RNA alvo). O miRNA maduro exerce função 
inibitória da tradução através de diferentes mecanismos: clivagem do RNAm alvo, 
inibição da iniciação ou elongação, degradação do RNA alvo e re-localização ao 
corpo P (Smalheiser, 2008). 
Segundo a literatura, os miRNAs também podem ativar a expressão de 
alguns genes (Smalheiser, 2008). Acredita-se que em mamíferos os miRNAs 
regulam pelo menos 20-30% dos genes. A expressão do miRNA pode estar alterada 
em muitos tipos de cânceres humanos e ambos, miRNAs supressores de tumor e 
oncogênicos, têm sido identificados. Estudos comparativos entre células de câncer 
humano (mama, pulmão, leucemia linfocítica crônica, colo, tireoide, cabeça, 
pescoço, próstata, ovário e pâncreas) e células normais têm revelado perfis de 
expressão de miRNAs distintos (Dahiya et al., 2008; Munker & Calin, 2011). 
Portanto, a alteração da transcrição e do processamento de miRNAs pode ser a 
causa do surgimento e também consequência da perda do estado diferenciado das 
células tumorais. Na literatura há vários relatos sobre o perfil de expressão de 
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miRNAs em tumores sólidos e hematopoiéticos e a identificação dos seus possíveis 
alvos (Gaur et al., 2007; Gartel & Kandel, 2008; Molnár et al., 2008; Smalheiser, 
2008; Munker & Calin, 2011). Os miRNAs podem atuar de forma complexa nos 
tumores, uma vez que podem ter função de supressor ou promotor tumoral (Ruvolo, 
2015). No entanto, existe pouca informação sobre mecanismos regulatórios da 
síntese e processamento dos mesmos. Diante da importância das proteínas 
quinases e fosfatases na regulação de vias de sinalização, as mesmas podem 
apresentar papel crítico na função dos microRNAs, seja em condições normais ou 
patológicas. 
Especificamente na CML, alguns miRNAs têm sido identificados como sendo 
importantes para a manutenção deste fenótipo e também no processo de aquisição 
da resistência (Migliore & Giordano, 2013). Marcadamente, na CML, nota-se a 
expressão diminuída de miRNA-150 (em comparação com indivíduos saudáveis) em 
células mononucleares derivadas da medula óssea e células CD34+ (Agirre et al, 
2008). Além disso, observou-se que a expressão do miRNA-150 foi aumentada, em 
um tempo relativamente curto, após a terapia com o inibidor da proteína quinase 
Bcr-Abl, imatinib, inibidor de tirosina quinase utilizado como primeira escolha no 
tratamento de CML (Flamant et al, 2010). Da mesma forma, a quantidade do miRNA-
146a foi encontrada significativamente diminuída na CML (Agirre et al, 2008; 
Flamant et al, 2010), a qual foi recuperada após tratamento com imatinib. (Flamant 
et al, 2010; Dusetzina et al., 2014). Uma diminuição significativa da expressão do 
miRNA-10a foi observada em células de CD34+ em pacientes com CML (Agirre et al, 
2008). Um estudo conduzido por Scholl e colaboradores (2012) sugeriu que a 
expressão de miRNA-451, em leucócitos totais do sangue periférico, pode ser 
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utilizada como parâmetro indicativo da resposta do paciente à terapia com imatinib. 
Estes autores também demonstraram que o nível de miRNA-451 pode ser 
inversamente relacionado com o nível de transcrição de Bcr-Abl em alguns pacientes 
com CML (Scholl et al, 2012).  
Apesar do impacto positivo que o desenvolvimento do imatinib trouxe para o 
tratamento de pacientes com CML, cerca de 15 a 25% dos pacientes tratados com 
este fármaco se tornam resistentes ao mesmo. Diante deste fato, é de extrema 
importância a identificação de possíveis marcadores e/ou alvos para predizer a 
qualidade de resposta ao tratamento, mas também para aperfeiçoar o tratamento de 
pacientes que desenvolvem resistência aos protocolos quimioterápicos usuais. 
Neste contexto, San José-Enériz e colaboradores (2009) identificaram 19 miRNAs 
que estão diferencialmente expressos em pacientes resistentes ao imatinib quando 
comparados com pacientes que responderam bem ao tratamento. Estes autores 
encontraram 18 miRNAs (miRNA-7, miRNA-23a, miRNA-26a, miRNA-29a, miRNA-
29c, miRNA-30b, miRNA-30c, miRNA-100, miRNA-126, miRNA-134, miRNA-141, 
miRNA-183, miRNA-196b, miRNA-199a, miRNA-224, miRNA-326, miRNA-422b e 
miRNA-520a) que apresentaram baixa expressão e 1 altamente expresso (miRNA-
191) nos pacientes resistentes. 
 
26 
 
 
 
 
 
Figura 2. Biogênese de microRNAs. A RNA polimerase II ou III sintetiza pri-
miRNAs precursores os quais apresentam estruturas tipo grampo e ainda no núcleo 
são processados pelo complexo Drosha-DGCR8 formando os miRNAs precursores 
(pré-microRNAs), que são transportados pela exportina para o citosol. No citosol, 
pela ação da Dicer, os miRNAs maduros são acoplados juntamente com proteínas 
da família argonautas ao complexo miRISC (complexo de silenciamento induzido por 
miRNA), o qual é guiado à sequência alvo (Figura baseada em Abrantes et al., 
2014). 
 
Em outro estudo conduzido por Machová Polakova e colaboradores (2011) 
houve a identificação de 14 miRNAs (miRNA-19a, miRNA-19b, miRNA-17, miRNA-
20, miRNA-92a, miRNA-106a, miRNA-221, miRNA-222, miRNA-126, miRNA-146a, 
miRNA-181a, miRNA-181b, miRNA-let7c e miRNA-155) que estão mais expressos e 
4 miRNAs (miRNA-103, miRNA-150, miRNA-451, miRNA-144) menos expressos em 
células de sangue periférico de pacientes em crise blástica. Desta forma, sugere-se 
que a caracterização dos alvos de microRNAs, bem como identificação de 
microRNAs envolvidos no processo de resistência, pode contribuir grandemente 
para o entendimento, bem como para o estabelecimento de novas estratégias 
terapêuticas. 
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 
 Ao longo da última década, nosso grupo de pesquisa adquiriu expertise no 
estudo de vias de transdução de sinal para o entendimento da biologia de tumores 
resistentes. Para isso, temos realizado análise global de expressão gênica e de 
microRNAs, proteoma e quinoma. O estudo do perfil de quinoma permitiu que ao 
compararmos células leucêmicas (K562 e Lucena-1) identificássemos a piruvato 
desidrogenase quinase 1 (PDK-1) como uma das quinases mais ativas em células 
resistentes. Esta quinase, ao fosforilar o complexo piruvato desidrogenase, o torna 
inibido. Sendo assim, a PDK-1 define o destino metabólico do piruvato. Além do 
estudo de quinases, também temos investido na proteína tirosina fosfatase de baixa 
massa molecular (LMWPTP). Nosso laboratório iniciou estudos sobre a LMWPTP e 
câncer em 2006, desde então sete artigos foram publicados (Ferreira et al., 2006; de 
Jesus et al., 2008;  Souza et al., 2009; Ferreira et al., 2012; de Abrantes et al., 2014; 
Hoeckstra et al., 2015; Ruela-de Sousa et al., 2015) e uma patente foi depositada 
(Ferreira et al., 2006), através dos quais fornecemos evidências sobre a importância 
da LMWPTP para a resistência e metástase em diferentes modelos tumorais: CML 
(Ferreira et al., 2012), câncer de próstata (Ruela-de-Sousa et al., 2016) e cólon retal 
(Hoeckstra et al., 2015). Nosso grupo de pesquisa foi o primeiro a demonstrar que a 
inibição de proteínas tirosina fosfatases torna as células leucêmicas, anteriormente 
resistentes, sensíveis a quimioterápicos (Ferreira et al., 2006 e Ferreira et al., 2012). 
Além disso, demonstramos que células da leucemia eritrocítica humana (K562) 
transfectadas com o gene da LMWPTP tornaram-se menos sensíveis ao tratamento 
com vincristina, em relação às células não transfectadas (Ferreira et al., 2012). 
Reportamos também que a LMWPTP, nas células leucêmicas resistentes, é crucial 
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para a manutenção da atividade das proteínas quinases Src e Bcr-Abl e, 
consequentemente, manter a agressividade destas células (Ferreira et al., 2012). 
 Baseado no mencionado acima, o presente trabalho teve como 
questionamento central: a alta atividade da LMWPTP em células leucêmicas 
resistentes poderia definir o destino metabólico da glicose nessas células? 
 Para responder este questionamento foram traçados os seguintes objetivos 
específicos: 
Objetivos específicos 
I. Analisar a expressão e/ou atividade de proteínas envolvidas no metabolismo de 
glicose; 
II. Quantificar o lactato produzido pelas células leucêmicas; 
III. Avaliar a função mitocondrial através da análise da expressão de proteínas 
mitocondriais, consumo de oxigênio e capacidade de redução do MTT; 
IV. Analisar a eficiência do silenciamento da LMWPTP nas células Lucena-1; 
V. Avaliar a influência do silenciamento da LMWPTP na viabilidade das células; 
VI. Examinar a expressão do transportador de glicose 1 e da atividade da PKM2 nas 
células com baixa expressão da LMWPTP; 
VII. Comparar a expressão de microRNAs reguladores da via glicolítica e função 
mitocondrial. 
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3. MATERIAIS 
3.1. Linhagens celulares 
 A linhagem K562 foi obtida a partir do banco de células American Type 
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). A linhagem Lucena-1 foi gentilmente 
cedida pela Profa. Dra. Vivian Rumjanek (Universidade Federal do Rio de Janeiro), a 
qual foi obtida conforme descrito anteriormente (Rumjanek et al., 2001).  
 As linhagens Lucena-ShRNA LMWPTP (transfectada com ShRNA-ACP1 – 
isoforma 1) e controle negativo (transfectada com a sequência scramble) foram 
obtidas pela Dra. Thaís Franchini Tornatore, como parte do projeto de pós-
Doutorado.  
 
3.2. Reagentes 
 Os anticorpos utilizados foram obtidos de Cell Signaling Technology, Santa 
Cruz Biotechnology, Novusbio (Novus Biologicals), Genetex (GeneTex Inc.) e 
Abcam. Todos os demais reagentes apresentaram alto grau de pureza. 
 
4. MÉTODOS 
4.1. Condições de cultivo 
 O cultivo das linhagens K562, Lucena-1, controle negativo e Lucena-ShRNA 
LMWPTP foi realizado em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640), 
contendo 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de sulfato de estreptomicina e 
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de glutamina. As células 
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(para todos os experimentos) foram plaqueadas na densidade de 1x105 células/mL e 
incubadas nas mesmas condições por 48 horas (37ºC, 80% umidade e 5% de CO2). 
Logo em seguida, foram preparadas amostras para análise por western blotting e 
isolamento de mitocôndria.  
 A linhagem Lucena-1 foi mantida em cultura (nos repiques) em presença de 
vincristina (0,6 mM), para manutenção do fenótipo de resistência. As linhagens 
Lucena-ShRNA LMWPTP e controle negativo foram cultivadas em presença da 
puromicina, para manutenção e controle da transfecção. 
 
4.2. Análise da expressão de proteínas por western blotting 
 As células foram submetidas à extração proteica com tampão de lise 
apropriado contendo inibidores de proteases [Tris-HCl 50 mmol/L pH 7,4; Tween 20 
1%; Deoxicolato de sódio 0,25%; NaCl 150 mmol/L; EGTA 1 mmol/L; ovanadato 1 
mmol/L; NaF 1 mmol/L; aprotinina 1 μg/mL; leupeptina 10 μg/mL; PMSF 1 mmol/L]. 
As amostras foram sonicadas e incubadas em banho de gelo por 2 horas. Em 
seguida, as amostras foram centrifugadas a 14000g por 10 minutos. A quantificação 
proteica foi realizada por espectrofotometria pelo método de Bradford, utilizando kit 
comercial (Sigma-Aldrich) e albumina como padrão para as amostras de extrato 
total. As amostras foram então incubadas à 100ºC por 5 minutos em tampão de 
amostra na proporção de 1:1 [Tris-HCl 100 mmol/L pH 6,8; azul de bromofenol 0,1%, 
fosfato de sódio 1 mol/L, glicerol 20%, SDS 4%, contendo 200 mmol/L de DTT]. Para 
a corrida eletroforética foi utilizado gel bifásico: gel de empilhamento (EDTA 4 
mmol/L, SDS 2%, Tris-HCl base 750 mmol/L pH 6,8) e gel de resolução (EDTA 4 
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mmol/L, SDS 2%, Tris-HCl base 50 mmol/L pH 8,8). A corrida foi realizada a 100 V 
por aproximadamente 1,5 horas. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas 
para uma membrana de PVDF (previamente incubadas em metanol) durante 2 horas 
a 400 mA. Após a transferência, as membranas foram bloqueadas com solução de 
BSA a 3% preparados com tampão Tris contendo Tween 20 a 0,05% (TBS-T) por 2 
horas. As proteínas avaliadas foram detectadas na membrana por incubação 
overnight, com anticorpo primário específico. Em seguida, as membranas foram 
lavadas com TBS-T (3 vezes de 5 minutos) e incubadas por 2 horas com o anticorpo 
secundário específico conjugado com peroxidase-HRP (diluição 1:5000). Após este 
período, as membranas foram novamente lavadas com TBS-T (3 vezes de 5 
minutos). Os anticorpos para análise de proteínas são: VDAC (Cell Signaling – 
D73D12), Piruvato Desidrogenase subunidade α1 (Cell Signaling – 3205P), SDHA 
(Cell Signaling – 11998P), anti-rabbit (Cell Signaling – 7074P2), anti-mouse Cell 
Signaling – (7076P2), mTOR (Abcam – ab63480), p-mTOR (Genetex – gtx50258), 
HIF-1α (Novusbio – NB100-479), Vimentin (Cell Signaling – 5G3F10), Sirt-1 (Bioss – 
0921) e α-Tubulina (Cell Signaling – 5568). A detecção das bandas proteicas foi 
realizada por quimioluminescência com reagente de ECL, sendo solução A – 1% 
luminol, 0,44% de ácido cumárico em Tris-HCl pH 8,5 1M; solução B – 0,061% 
peróxido de hidrogênio em Tris-HCl pH 8,5 1M. O fotodocumentador utilizado foi 
Alliance 6.7 - UVITEC (multiusuário do Instituto de Biologia – UNICAMP). O método 
de coloração de membranas de western blotting por Ponceau foi realizado pela 
incubação das membranas, após detecção de quimioluminescência, com uma 
solução contendo 1% de corante de Ponceau (Sigma-Aldrich – P3504) em 1% de 
ácido acético diluído em água milli-q. Após incubadas, as membranas foram lavadas 
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com água milli-q para retirada do excesso de corante e registradas por 
escaneamento em fotocopiadora. 
 
4.3. Isolamento de Mitocôndria 
 As mitocôndrias foram isoladas usando o Kit de Isolamento de Mitocôndria 
(ThermoFisher Scientific). O procedimento seguiu com a contagem e separação de 
2x107 células de K562 e Lucena-1 ressuspendidas em 800 μL de Reagente A. As 
amostras foram submetidas a agitação média por 5 segundos e incubadas no gelo 
por exatamente 2 minutos. Foram adicionados 10 μL do Reagente B e as amostras 
foram submetidas à agitação rápida por 5 segundos, sendo agitadas novamente a 
cada minuto por 5 minutos. Foram adicionados 800 μL do Reagente C e os tubos 
foram centrifugados a 700 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido a 
novo tubo e centrifugado novamente a 3000 g por 15 minutos a 4°C. O pellet 
continha as mitocôndrias isoladas que foram ressuspendidas em 500 μL de 
Reagente C e centrifugado a 12000 g por 5 minutos. Às mitocôndrias isoladas foi 
adicionado o tampão de lise ERB [Tris 50 mmol/L pH 8, MgCl2 0,2 mmol/L,  DTT 1 
mmol/L, glicerol 10%, NP40 0,2%, inibidor de protease Halt™ Protease Inhibitor 
Cocktail (Thermo Scientific, 78430)]. Para as amostras de fração mitocondrial e 
citosólica, a quantificação proteica foi realizada por espectrofotometria pelo método 
colorimétrico do kit comercial DC protein assay (Bio-Rad, 5000116). O ensaio é 
baseado na reação de cobre alcalino e reagente de Folin: a redução deste reagente 
produz um composto azul detectado à leitura de λ = 750 nm em espectrofotômetro 
(ELx 800 BIO-TEK). 
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4.4. Dosagem de Lactato no meio de cultura  
 Células K562, Lucena-1, controle negativo e Lucena-ShRNA LMWPTP foram 
plaqueadas na densidade 1x105 células/mL e após 48 horas o meio de cultura foi 
coletado e utilizado para a determinação do lactato extracelular, utilizando-se o kit 
colorimétrico Lactato (BioClin, K084), seguindo as instruções do fabricante. O 
método enzimático baseia-se na dosagem de Lactato Desidrogenase, em que 
catalisa a oxidação do L-Lactato a Piruvato, com consequente redução do NAD+ a 
NADH. A concentração de L-Lactato é medida pelo aumento da absorbância lida em 
espectrofotômetro (ELx 800 BIO-TEK) em 340 nm, a partir da formação de NADH. 
 
4.5. Dosagem de MTT 
 As células K562, Lucena-1, controle negativo e Lucena-ShRNA LMWPTP 
foram plaqueadas na densidade de 1x105 células /mL em placas de 24 poços 
(volume de plaqueamento por poço: 1000 μL), e incubadas a 37ºC, 5% CO2 por 48 
horas. Em seguida, a capacidade de redução do MTT pelas células (1x105 
células/mL) foi analisada, para isso o meio foi removido e adicionado aos poços 
meio sem soro contendo MTT (0,5 mg/mL). Após incubação por 2 horas a 37°C, o 
meio foi retirado cuidadosamente e foi adicionado 1 mL de etanol para solubilização 
do formazan. As placas foram agitadas por 10 minutos e a absorbância 
correspondente a cada poço foi lida em espectrofotômetro (ELx 800 BIO-TEK) em λ 
= 570 nm. Os valores no gráfico foram expressos em absorbância. 
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4.6. Análise do consumo de oxigênio 
 O consumo de oxigênio por células não-permeabilizadas foi medido em 
Oxygraph de alta resolução (Oxygraph-2k Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) 
e o fluxo de oxigênio (pmol O2 x s
-1 x 106 células), que foi diretamente proporcional 
ao consumo de oxigênio, foi capturado continuamente com uso do DatLab software 
6 (Oroboros Instruments). Foi utilizado tampão de Krebs-Ringer (Sigma-Aldrich 
K4002) pH 7,4 a 37°C na presença de glicose (25 mmol/L) e HEPES (10 mmol/L). 
Células viáveis (3 x 106/mL) foram ressuspendidas em tampão de Krebs-Ringer, e o 
sinal de consumo de oxigênio foi monitorado até sua estabilização. Em seguida, a 
câmara foi fechada para medida de fluxo de O2 basal (Jo). Na segunda parte do 
experimento, o consumo de oxigênio foi medido após adição de inibidor da ATP 
sintase oligomicina A (1 μg/mL) e, posteriormente, desacoplador cianeto de 
carbonilo m-clorofenilhidrazona (CCCP - 1 μM). Os dados foram representados 
como média e SEM (Pesta e Gnaiger, 2011; Teodoro et al., 2014). 
 
4.7. Extração de MicroRNAs 
 Foi utilizado o kit de isolamento de microRNAs mirVANA da Ambion (AM 
1560) das células (linhagens K562, Lucena-1, controle negativo e Lucena-ShRNA 
LMWPTP). O protocolo seguido foi exatamente o do fabricante, com a utilização de 
fenol-clorofórmio para inibir enzimas RNAases e isolar o RNA de outras 
biomoléculas, e coluna de afinidade para o isolamento dos microRNAs.  
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4.8. Microarranjo para MicroRNAs 
 Os chips utilizados foram GeneChip® miRNA Arrays da Affymwetrix. Foi 
utilizado o GeneChip® miRNA 3.0 Array (Affymetrix). O RNA total (somente 
microRNAs extraídos com o kit mirVANA), 1 μg, foi marcado com biotina (kit 
FlashTag Biotin RNA Labeling) de acordo com as recomendações do fabricante. De 
forma geral, iniciou-se com uma reação de poliadenilação à 37°C, por 15 minutos, 
em um volume reacional de 15 μL (10 μL de RNA total, controle máximo de 
oligonucleotídeos, tampão de reação 1X, 2,5 mmol/L MnCl2, ATP e 1 μL da enzima 
poli-A polimerase). Em seguida, promoveu-se a ligação da molécula-sinal biotinilada 
à amostra de RNA-alvo, mantendo a reação a 25°C, por 30 minutos, com a adição 
de 4 μL de 5X FlashTag Ligation Mix Biotin e 2 μL de T4 DNA Ligase para 15 μL de 
volume final. Por fim, adicionou-se 2,5 μL HSP Stop Solution para interromper a 
reação. Decorrida a etapa de marcação, as amostras foram hibridizadas nos 
microarrays à temperatura de 48°C e rotação de 60 RPM, por 16 h, com 100 μL da 
mistura reacional, contendo 20 μL de RNA total marcado com biotina, solução de 
hibridização, formamida, DMSO, controles de hibridização eucarióticos e controle 
oligonucleotídeo B2. Imediatamente após a hibridização, os arrays foram lavados e 
corados com o complexo estreptavidina-ficoeritrina (GeneChip® Fluidics Station 450). 
Ao final, foi realizado o escaneamento utilizando-se GeneChip® Scanner 3000. A 
análise dos dados foi realizada através do software livre miRNA QC Tool. A 
checagem dos alvos foi realizada por TargetScan (Agarwal et al, 2015). 
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4.9. Imunofluorescência 
 3x105 células (K562, Lucena-1 e Lucena-ShRNA LMWPTP) foram 
plaqueadas sobre lamínulas tratadas com polilisina (3%) e fixadas com 
paraformaldeído 4% por 20 minutos a 4˚C. As células foram lavadas com PBS e 
permeabilizadas com Triton X-100 (0,2%) em PBS por 2 minutos. Foi adicionado 
solução de bloqueio (BSA 1%, Tween 20 0,05%; soro fetal bovino 10%) por 5 
minutos a temperatura ambiente. As lamínulas foram transferidas para uma câmara 
úmida. Foi adicionado o anticorpo primário Glut-1 (diluição de 1:200) e LMWPTP 
(diluição de 1:200) – em experimentos distintos – os quais foram incubados a 37°C 
por 1 hora. Após três lavagens com PBS e tampão de bloqueio por 1 minuto, foram 
adicionados os anticorpos secundários, anti-coelho e anti-camundongo, com uma 
diluição de 1:500 por 30 minutos a 37°C. Após lavagens com PBS e tampão de 
bloqueio, foi adicionado TO-PRO 3 (marcador de núcleo) diluído 1:1000 por 30 min. 
As células foram lavadas com PBS e as lâminas montadas com mounting media 
(DAKO). As imagens foram adquiridas no microscópio confocal [Laboratório Central 
de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciências da Vida (LaCTAD) – UNICAMP]. 
 
4.10. Citometria de Fluxo 
 O kit FITC-Anexina V (BD Biosciences) foi usado para determinar 
quantitativamente a porcentagem de células apoptóticas dentro de uma população. 
Este comportamento se deve a propriedade que a célula tem de perder a assimetria 
de membrana quando a apoptose é induzida. Em células apoptóticas, o fosfolipídeo 
fosfatidilserina (PS) é deslocado da parte interna da membrana plasmática para a 
externa. O iodeto de propídio (PI) é usado para distinguir células viáveis das não 
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viáveis. Células que são positivas para FITC-Anexina V e negativas para PI são 
livres de apoptose. Células que são positivas para FITC-Anexina V e PI estão no 
final do estágio de apoptose, em estágio de necrose ou estão completamente 
mortas. Células que são negativas para FITC-Anexina V e PI estão viáveis. As 
células foram lavadas duas vezes com PBS frio e ressuspendidas em tampão 1x em 
uma concentração de 1x105 células/mL. Foram transferidas 100 μL da solução 
(1x105 células) para um tubo de 5 mL. Adicionou-se 5 μL de FITC-Anexina V e 10 μL 
de PI. A concentração ótima de PI pode variar com a linhagem da célula onde 10μL 
de uma solução estoque 50 μg/mL é a quantidade ideal máxima que pode ser 
requerida. As células foram agitadas (vortex) e incubadas por 20 minutos a 
temperatura ambiente (25ºC), no escuro. Foram adicionados 400 μL de tampão 1x 
em cada tubo. A análise por citometria de fluxo foi realizada dentro de 1 hora (FACS 
Canto II – BD Biosciences). 
 
4.11. Análise Estatística 
 Os dados, quando necessário, foram analisados pelo teste t para amostras 
independentes para Consumo de Oxigênio, gráficos de densitometria nos dados de 
proteínas mitocondriais, redução de MTT e dosagem de lactato comparativos de 
K562 e Lucena-1. ANOVA seguido pelo teste Turkey para citometria de fluxo, 
dosagem de lactato, redução de MTT comparativo de K562, Lucena-1, Controle 
Negativo e Lucena-ShRNA LMWPTP. Os resultados foram expressos como média ± 
erro padrão da média. O nível de significância adotado para as análises foi p<0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Células leucêmicas com fenótipo de resistência apresentam predominância do 
metabolismo glicolítico 
 Uma vez que a captação de glicose pelas células é essencial para a utilização 
da mesma como precursora de outras moléculas para obtenção de energia, 
analisamos a expressão do transportador de glicose tipo 1 (Glut-1) nas linhagens de 
células leucêmicas (K562 e Lucena-1). As células resistentes Lucena-1 apresentam 
maior expressão desse transportador, o que indica alta captação de glicose pelas 
mesmas (Figura 3A e 3B). De acordo, observamos que a proteína quinase mTOR 
encontra-se mais ativa, nas células Lucena-1.   
 A proteína mTOR é reguladora de muitos processos fisiológicos e metabólicos 
normais em diferentes tipos celulares, funciona principalmente como sensor de 
disponibilidade de nutrientes e culmina em crescimento celular. As atividades 
celulares dependem da formação de dois complexos de mTOR: mTORC1 e 
mTORC2. Especificamente, mTORC1 é formada após a fosforilação e ativação do 
resíduo Ser2448 por AKT (modulado positivamente pelo inositol trifosfato produzido 
por PI3K), e está envolvida com a indução do crescimento de células na presença de 
condições nutricionais favoráveis (Sarbassov et al., 2005; Jacinto et al., 2006, 
Dunlop & Tee, 2009; Laplante & Sabatini, 2009; Dowling et al., 2010; Hoeffer & 
Klann, 2010; Neufeld, 2010). Em muitos tipos de câncer, observa-se que uma 
hiperativação da via de mTOR é responsável por fornecer vantagens em relação ao 
crescimento de células tumorais (Guertin & Sabatini, 2005; Espona-Fiedler et al, 
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2012), e também foi demonstrado que esse aumento de ativação pode contribuir 
para o perfil de resistência frente a quimioterápicos (Jiang & Liu, 2008), fato que 
corrobora o resultado observado nas células Lucena-1.   
 
Figura 3. Avaliação da expressão do Glut-1 e do estado de ativação da proteína 
quinase mTOR. (A) A expressão das proteínas Glut-1 e mTOR foi avaliada por 
western blotting, sendo α-tubulina utilizada como controle interno, para as células 
K562 e Lucena-1. (B) Análise da expressão do Glut-1 por microscopia confocal TO-
PRO 3. Os núcleos foram marcados com anticorpo secundário conjugado azul e 
Glut-1 foi marcado com anticorpo secundário conjugado verde, em aumento na 
objetiva de 63x. A barra de escala indica de 0 a 7,5 μm. As imagens foram 
adquiridas no microscópio confocal (LaCTAD – UNICAMP). 
 
Em seguida, avaliamos uma proteína-chave na regulação do metabolismo 
glicolítico, a proteína PKM2. Observamos que as células Lucena-1 apresentam forte 
inibição de PKM2, pelo aumento de fosforilação no resíduo inibitório Tyr105 (Figura 
4). Além disso, quando examinamos o nível extracelular de lactato, foi detectado 
maior produção pelas células Lucena-1 (Figura 5), dado que reforça a hipótese da 
predominância do metabolismo glicolítico.  
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Figura 4. Metabolismo glicolitico é favorecido nas células leucêmicas 
resistentes. Avaliação da expressão da proteína PKM2 e sua forma fosforilada em 
resíduo inibitório, p-PKM2Tyr105 por western blotting, α-tubulina foi utilizada como 
controle interno, para as células K562 e Lucena-1. 
 
A proteína quinase PKM é responsável por catalisar a conversão do 
fosfoenolpiruvato a piruvato. Dependendo da função metabólica de um tecido 
específico, diferentes isoformas podem ser expressas – PKM1 ou PKM2. A isoforma 
PKM2 tem sido reconhecida como um alvo para a terapia do câncer, sua atividade 
determina o nível de energia celular, a homeostase redox e capacidade de 
proliferação (Fillip, 2013; Iqbal et al 2013). Como forma de favorecer o metabolismo 
glicolítico, Hitosugi e colaboradores (2009) descrevem que a inibição de PKM2, pela 
fosforilação no resíduo Tyr105, tem função de promover o Efeito Warburg por 
regular, em curto prazo, alterações moduladas por HIF-1α (Hitosugi et al., 2009). 
Shinohara e colaboradores (2015) reportaram que a elevada atividade da quinase 
Src favorece a inibição de PKM2 (Shinohara et al., 2015). Ferreira e colaboradores 
(2012) relataram aumento da atividade de Src nas células Lucena-1 e, conforme 
observado nos dados descritos até então no presente trabalho, a forte inibição de 
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PKM2 observada nas células Lucena-1 pode estar relacionada à maior atividade de 
Src.  
Diante dessa inibição de PKM2 nas células Lucena-1, era de se esperar uma 
baixa produção de piruvato com consequente baixo nível de lactato. Portanto, surge 
o seguinte questionamento: como é possível a maior produção de lactato a partir do 
piruvato nessas células? Nossa hipótese é que a PKM1 possa ser responsável para 
garantir a produção de piruvato. Taniguchi e colaboradores (2016) relataram que em 
células de câncer cólon retal, estômago, próstata e inclusive CML (K562) houve 
aumento da expressão de PKM1 nas linhagens resistentes a quimioterápicos 
quando comparada a linhagem não resistente correspondente, bem como o 
silenciamento de PKM1 nessas células promoveu melhora na resposta 
farmacológica. Além disso, o grupo relatou que não houve diferença de expressão 
de PKM2 nas linhagens não resistentes e resistentes a quimioterápicos (Taniguchi et 
al, 2016). Sendo assim, é possível sugerir que PKM1 seja responsável pela 
formação de piruvato a partir de fosfoenolpiruvato, fornecendo o substrato para a 
formação de lactato. 
Outro dado que corrobora o aumento na produção de lactato é a maior atividade 
de piruvato desidrogenase quinase (PDK-1) observada nas células Lucena-1, 
conforme o perfil quinômico dessa linhagem (dado não publicado). PDK-1 é 
modulador principal do complexo piruvato desidrogenase (PDH), que é inibido 
quando fosforilado. O complexo PDH catalisa a descarboxilação oxidativa do 
piruvato, gerando acetil-CoA, e consequentemente, favorece a via oxidativa em 
mitocôndrias (Fan et al., 2014). Por conseguinte, uma vez que na linhagem Lucena-
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1, a PDK-1 está mais ativa, o uso de piruvato por mitocôndrias é inibido, e assim, 
esse fato explica a maior produção de lactato nas células Lucena-1. 
 
Figura 5. Dosagem de lactato no meio extracelular das células K562 e Lucena-
1. As células (3x105 células /mL) foram plaqueadas e após 48 horas coletadas, 
centrifugadas e o meio utilizado para a dosagem do lactato. A dosagem do lactato foi 
realizada com o Kit da Bioclin. Média de dois experimentos realizados em triplicata. 
Em análise estatística utilizando teste T não pareado para variações semelhantes 
entre K562 e Lucena-1. Considerando *p < 0,05 como significância, os resultados 
foram aceitos pelo teste estatístico. 
 
Os resultados obtidos são bastante coerentes com o fenótipo de resistência e 
com o aumento da atividade de reguladores do metabolismo de glicose, tais como a 
via AKT/mTOR e PDK-1. Estudos anteriores mostraram que o metabolismo de 
glicose é reprogramado em muitas neoplasias, como mostrado pela glicólise 
acelerada para proporcionar precursores biossintéticos de energia, e pelo Ciclo de 
Krebs produzir intermediários para as células tumorais (Wallace, 2012).  
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Metabolismo de glicose oxidativo é desfavorecido em células leucêmicas 
resistentes 
De acordo com o dado, que a linhagem resistente (Lucena-1) apresentou altos 
níveis de expressão de Glut-1 e produção de lactato quando comparada a K562, foi 
realizada a análise de proteínas mitocondriais para verificar o metabolismo dessa 
organela. Com base na análise de western blotting, observamos que proteínas 
essenciais para o funcionamento mitocondrial estão com expressão alterada ao 
compararmos as linhagens celulares. Destacamos HIF-1α, que foi identificada com 
maior expressão em Lucena-1 (Figura 7) e as proteínas SDHA, PDHα1 e VDAC, que 
foram identificadas como menos expressas na linhagem Lucena-1 (Figura 6A e 6B). 
Como não foi possível utilizar uma proteína mitocondrial como controle endógeno de 
loading, a análise de densitometria foi normalizada pela concentração de proteínas 
das frações mitocondrial e citosólica (Figura 6B). Além disso, a membrana utilizada 
na análise por western blotting foi corada com Ponceau como uma forma extra de 
controle de loading (Figura 6C) Foi observado que as células Lucena-1 apresentam 
metabolismo mitocondrial reduzido, tal como comprovado pelo nível mais baixo de 
consumo de oxigênio (Figura 8), menor capacidade para reduzir o MTT (Figura 9) e 
maior produção de lactato, conforme relatado anteriormente (Figura 5).  
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Figura 6. Células leucêmicas apresentam diferença de expressão de proteínas 
mitocondriais. (A) As frações mitocondrial e citosólica foram obtidas de acordo com 
a instrução fabricante do Kit de Isolamento de Mitocôndria (Thermo). (B) Para 
comparação da intensidade das bandas de western blotting, foi utilizada a 
densitometria (ImageJ software – NIH) das mesmas em proporção à quantidade de 
proteína aplicada de cada amostra: 24,7 μg e 18,0 μg de proteína das frações 
mitocondrial e citosólica de K562; 66,2 μg e 87,0 μg de proteína das frações 
mitocondrial e citosólica de Lucena-1, como representado nos gráficos em B. (C) 
Membrana de PVDF proveniente da análise por western blotting corada com 
Ponceau. 
 
45 
 
 
 
 
 
Figura 7. Proteína HIF-1α apresenta maior expressão na linhagem Lucena-1. A 
expressão da proteína HIF-1α para as células K562 e Lucena-1 foi avaliada por 
western blotting, sendo que a α-tubulina foi usada como controle interno. 
 
A Succinato Desidrogenase subunidade A (SDHA) pertence ao complexo de 
proteínas mitocondriais Succinato Desidrogenase (SDH). Disfunções em SDH foram 
associadas a perfil de desenvolvimento de câncer, uma vez que esse complexo 
proteico apresenta duas funções mitocondriais principais: além de compor as 
enzimas do Ciclo de Krebs, que catalisa a conversão de succinato a fumarato, é 
membro do complexo mitocondrial II, responsável pelo transporte de elétrons. 
Quando SDH é inibida, ocorre o acúmulo de succinato na matriz mitocondrial, e esse 
metabólito pode se deslocar para o citosol por canais de transporte mitocondrial, 
como o transportador de oxaglutarato, mais conhecido como transportador de 
oxaglutarato-malato (Selak et al, 2005; Monné et al, 2013). Sendo assim, os níveis 
de succinato no citosol aumentam, provocando a inibição da prolil hidroxilase α-
cetoglutarato e, consequentemente, a estabilização de HIF-1α. Então, HIF-1α pode 
translocar ao núcleo e promover a modificação do metabolismo oxidativo para o 
glicolítico, ao regular os genes envolvidos no metabolismo de glicose, incluindo Glut-
1. As células com deficiência de SDH têm aumento da produção mitocondrial de 
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espécies reativas de oxigênio e estresse oxidativo (Kirches, 2009; Wallace, 2012). 
HIF-1α e Glut-1 compõem um eixo crítico para as células superarem o estresse 
metabólico como foi observado por Trindade e colaboradores (1999), que a 
linhagem Lucena-1 apresenta maior capacidade de suportar estresse a espécies 
reativas de oxigênio. 
HIF-1 é um regulador master das respostas adaptativas à redução da 
disponibilidade de oxigênio e é ativado por alterações genéticas e/ou hipóxia na 
maioria dos tumores avançados (Semenza, 2010). Esse fator de transcrição é 
constituído de duas subunidades, HIF-1α e HIF-1β. A subunidade HIF-1α é regulada 
pelo oxigênio e a HIF-1 é constitutivamente expressa (Semenza & Wang, 1992). Em 
células em que oxigênio está disponível, a subunidade HIF-1α é hidroxilada nos 
resíduos de prolina 402 e 564 pela prolil-hidroxilase a qual utiliza oxigênio e α-
cetoglutarato como substratos. Esta hidroxilação permite a ligação da HIF-1α com a 
proteína supressora de tumor von Hippel-Lindau, que culmina com a degradação da 
HIF-1α (Epstein et al., 2001). HIF-1α ativa a expressão de genes que codificam 
transportadores de glicose e de enzimas das vias glicolíticas, consequentemente, 
aumenta a captação de glicose e o fluxo glicolítico. Além disso, esse fator de 
transcrição também controla a expressão da lactato desidrogenase. Portanto, de 
maneira geral, a ativação do HIF-1 pode causar uma mudança no metabolismo de 
oxidativo para glicolítico (Semenza, 2010). 
O complexo Piruvato Desidrogenase (PDC) é composto por proteína 
acetiltransferase E2, proteína de ligação E3, piruvato desidrogenase (PDHα1), 
piruvato desidrogenase quinase (PDK), piruvato desidrogenase fosfatase (PDP) e di-
hidropoliamida desidrogenase. A subunidade PDHα1 exerce função limitante da 
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velocidade enzimática do complexo e é codificada pelo DNA nuclear das células 
eucarióticas (Pinheiro et al., 2012; Adeva et al, 2013).  A função do PDC envolve 
descarboxilação de piruvato para formação de acetil-CoA, para disponibilizar o 
acetil-CoA para as reações do Ciclo de Krebs e regula o fluxo energético para 
compor a inter-relação do metabolismo glicolítico e oxidativo (Fan et al, 2014).  
Geralmente, a regulação inibitória do complexo ocorre por fosforilação em três 
resíduos de serina: 293, 300, 232 da PDHα1 por ação de PDK. A inibição desse 
complexo pode contribuir para manutenção do Efeito Warburg em células 
cancerígenas por diminuir a afinidade pelo seu substrato piruvato. No entanto, foi 
descrito que a contribuição para o fenótipo glicolítico do Efeito Warburg pode ocorrer 
pela inibição de PDHα1 por fosforilação do resíduo de tirosina 301 (Fan et al, 2014), 
bem como por fosforilação em tirosina 289, que ocorre especificamente pela atuação 
da quinase Src. A família de proteínas tirosinas-quinases Src podem ser 
transportados para o interior da mitocôndria e, assim, podem inibir a atividade do 
complexo de piruvato desidrogenase por fosforilação direta de PDHα1 (Jin et al, 
2016). Como observado no ensaio de western blotting da fração mitocondrial de 
PDHα1, essa proteína apresenta menor expressão nas células Lucena-1. Conforme 
discutido anteriormente, as proteínas quinases PDK-1 e Src encontram-se mais 
ativas na linhagem Lucena-1, podendo inibir de forma independente a PDHα1, por 
fosforilação de resíduos de serina (PDK-1) e tirosina (Src), contribuindo para a 
predominância do metabolismo glicolítico na linhagem resistente a quimioterápicos. 
VDAC compõe uma família de canais de transporte iônico que promovem a 
transferência seletiva de íons, como o cálcio, e promove a comunicação entre as 
mitocôndrias e o citosol. VDAC foi descoberto como integrante de mitocôndrias há 
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quase 40 anos. Quando esse canal se encontra em estado aberto nas células 
intactas, permite a troca de ATP e ADP, bem como os substratos de transporte de 
elétrons malato, succinato e NADH através da membrana externa. No estado aberto, 
o canal é aniônico-catiônico seletivo, entretanto, no estado semi-aberto, torna-se 
seletivo. VDAC apresenta participação em mecanismos de hipóxia, câncer e no 
Efeito Warburg (Jiang et al., 2011; Shoshan-Barmatz et al., 2015). Estudos recentes 
relatam que VDAC1 está associado a câncer de mama, cólon, fígado, pulmão e 
pâncreas (Madamba et al., 2015). Portanto, a regulação negativa dessa proteína em 
células Lucena-1 é um indicativo de que as mitocôndrias estão com metabolismo 
menos oxidativo. Além disso, a baixa expressão de VDAC contribui também para o 
metabolismo glicolítico, uma vez que essa proteína é importante para absorção de 
substratos do Ciclo de Krebs (Maldonado e Lemasters, 2014). 
Posteriormente à análise de proteínas relacionadas ao metabolismo mitocondrial, 
o consumo de oxigênio de ambas as linhagens foi monitorado, e, como mostra a 
Figura 8A e 8B, a linhagem Lucena-1 mostrou o consumo de oxigênio basal 
significativamente menor que de K562. Quando as linhagens são submetidas à 
oligomicina A, inibidor da porção Fo da ATP sintase, Lucena-1 apresenta consumo 
de oxigênio 50% menor que de K562. Esse resultado sugere que Lucena-1 
apresenta menor número de mitocôndrias comparado a K562. Ao adicionar CCCP, 
um potente desacoplador da fosforilação oxidativa, a linhagem Lucena-1 ainda 
apresenta o perfil de menor consumo de oxigênio quando comparado à K562. 
Ademais, ao comparar a capacidade de redução de MTT entre Lucena-1 e K562, a 
linhagem Lucena-1 apresentou menor eficiência de redução (Figura 9). Todos esses 
resultados indicam que a mitocôndria da linhagem resistente a quimioterápicos, 
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Lucena-1, apresenta metabolismo reduzido quando comparado a sensível a 
quimioterápicos, K562.  
 
Figura 8. Consumo de oxigênio celular. O experimento foi realizado com as 
linhagens K562 e Lucena-1 em meio tamponante Krebs-Ringer na presença de 
glicose (25 mmol/L) e HEPES (10 mmol/L) a 37ºC e pH 7,4. (A) Traçado 
representativo do consumo de oxigênio na densidade de 3x106 células/mL. A 
indicação [B] de adição de Oligomicina A (1 µg/mL) e [C] de adição de CCCP (1 
µmol/L). (B) Fluxo de O2 (Jo) em pmol.s
-1.106 células. Análise estatística: Média ± 
SEM (N= 4). * p< 0.005 Lucena-1 comparado à K562.  
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Figura 9. Análise da redução do MTT de K562 e Lucena-1. As células (1x105 
células/mL) foram plaqueadas e cultivadas por 48 horas, em seguida as células 
foram contadas, centrifugadas e novamente 1x105 células/mL foram ressuspendidas 
em meio contendo MTT 0,5 mg/mL. Após 2 horas de incubação a 37˚C, o meio de 
cultura foi retirado e o formazan solubilizado com etanol e a absorbância do mesmo 
medido a 570 nm. Análise estatística: uso de teste T não pareado para variações 
semelhantes entre K562 e Lucena-1. *p < 0,05 como significância, os resultados 
foram aceitos pelo teste estatístico. 
 
Estudos anteriores (Warburg, 1956) revelam que o metabolismo de glicose é 
reprogramado em muitos tipos de cânceres uma vez que a glicólise acelerada 
proporciona energia e precursores biossintéticos com atividade de Ciclo de Krebs 
limitada. A maior parte da energia requerida pelas células cancerosas é fornecida 
pela glicólise, ao invés do metabolismo oxidativo mitocondrial. O fenômeno é 
denominado Efeito Warburg, no qual ocorre o fornecimento de energia pelo desvio 
da produção de piruvato a lactato, mesmo na presença de condições de oxigênio 
adequado e funcionalidade mitocondrial, com liberação de lactato pelos tumores. O 
metabolismo alterado de glicose está intimamente associado com o perfil de 
resistência a terapia farmacológica e resultado de mau prognóstico clínico 
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(Armstrong, 2006; Madamba et al., 2015), conforme é observado no perfil metabólico 
de Lucena-1: o metabolismo glicolítico associado à resistência MDR. Apesar de que 
nas células de leucemia mieloide crônica resistentes a quimioterápicos (Lucena-1), 
as mitocôndrias são funcionais, os nossos dados demonstram que há um esforço 
metabólico para garantir a predominância do metabolismo da glicose no citosol. 
 
Histona desacetilase e Vimentina estão menos regulados nas células 
leucêmicas resistentes 
Uma vez que o metabolismo de glicose, bem como o mitocondrial, está alterado 
na linhagem celular resistente a quimioterápicos, foi realizada a investigação dos 
níveis de expressão da histona desacetilase (HDAC6) que pode modular a fisiologia 
mitocondrial. HDAC6 e Vimentina mostraram baixa expressão em Lucena-1 (Figura 
10). 
 
 
Figura 10. Histona desacetilase e vimentina estão menos expressas nas 
células leucêmicas resistentes. Ensaios de western blotting para determinação 
dos níveis de expressão das proteínas HDAC6 e Vimentina nas células K562 e 
Lucena-1. α-Tubulina foi usada como controle interno. 
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Além da maior regulação da glicólise, foi observada a baixa expressão de 
HDAC6 na linhagem resistente aos quimioterápicos, Lucena-1, que também contribui 
para a depressão do metabolismo mitocondrial. Kamemura e colaboradores (2012) 
demonstraram que a regulação negativa de HDAC6 provoca redução na atividade 
de enzimas mitocondriais, incluindo SDH e citrato sintase.  
Foi demonstrado que a associação de proteínas mitocondriais a filamentos 
intermediários de Vimentina aumenta o potencial de membrana dessa organela. 
Além disso, a expressão de Vimentina quando silenciada em 90% reduz a 
intensidade da fluorescência das mitocôndrias em 20%. Ademais, foi observado 
entre os resultados obtidos que as células Lucena-1 apresentam baixa expressão de 
Vimentina (Chernoivanenko et al., 2015). 
 
Linhagem Lucena-ShRNA LMWPTP: análise da eficiência do silenciamento, 
proliferação e viabilidade 
A análise da expressão da LMWPTP nas células Lucena-ShRNA LMWPTP 
por western blotting e por microscopia confocal demonstra claramente a diminuição 
dessa proteína (Figura 11). Além disso, nota-se que, comparada com a linhagem 
não resistente (K562), a linhagem resistente (Lucena-1) apresenta alta expressão da 
LMWPTP. Dado que se encontra de acordo com o reportado anteriormente pelo 
nosso grupo (Ferreira et al, 2012). 
Assim como foi reportado por Daflon-Yunes e colaboradores (2013), 
observamos menor taxa de proliferação das células Lucena-1 (resistentes) em 
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relação às células K562 (sensíveis) – (Figura 12). Além disso, observamos que o 
silenciamento de LMWPTP causou diminuição na taxa de proliferação das células 
Lucena-ShRNA LMWPTP em comparação com as células Lucena-1. 
Baseando-se no dado de proliferação, o qual mostrou que as células Lucena-
ShRNA LMWPTP apresentam menor taxa de proliferação, avaliamos se a população 
de células transfectadas teria parte das células em apoptose. Ao analisarmos por 
citometria as quatro linhagens, todas não apresentaram marcação para anexina, 
nem para o iodeto de propídio; além disto, as quatro linhagens apresentam entre 80-
87% de viabilidade (Figura 13). 
 
 
Figura 11. Análise da expressão da proteína tirosina fosfatase de baixa massa  
molecular (LMWPTP) nas células leucêmicas K562, Lucena-1 e Lucena-ShRNA 
LMWPTP. O silenciamento da proteína LMWPTP, nas células Lucena-ShRNA 
LMWPTP, foi feito através da transfecção por lentivírus. (A) Ensaio de western 
blotting para análise da proteína LMWPTP, para as células K562, Lucena-1, Controle 
Negativo e Lucena-ShRNA LMWPTP. α-Tubulina foi usada como controle interno. 
(B) Imagens de microscopia confocal: o núcleo foi marcado com TO-PRO 3 e 
anticorpo secundário azul e LMWPTP foi marcado com anticorpo primário para 
LMWPTP e anticorpo secundário vermelho. Aumento na objetiva de 63x. A barra de 
escala indica de 0 a 7,5 μm. As imagens foram adquiridas no microscópio confocal 
(LaCTAD – UNICAMP). 
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Figura 12. Análise do crescimento das células leucêmicas (K562, Lucena-1, 
controle negativo e Lucena-ShRNA LMWPTP). As células foram plaqueadas 
(5x104 células /mL) e cultivadas por 72 horas. Neste período, alíquotas foram 
retiradas após 7, 24, 48 e 72 horas e as células contadas em câmara de Neubauer. 
 
 
Figura 13. Análise da viabilidade das células K562, Lucena, Controle Negativo 
e Lucena-ShRNA LMWPTP por citometria de fluxo. A Anexina V e iodeto de 
propídio foram utilizados como marcadores e as células analisadas por citometria 
FACS Canto II – BD Biosciences. Análise estatística: ANOVA seguido de teste de 
Turkey. Não houve diferença significativa entre a porcentagem de eventos das 
linhagens celulares. 
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Silenciamento da LMWPTP desfavorece o metabolismo glicolítico 
 A Figura 14 mostra o nível de lactato no meio extracelular das células 
leucêmicas. Nota-se que as células resistentes (Lucena-1) apresentam maior 
produção de lactato e que o silenciamento da LMWPTP (células Lucena-ShRNA 
LMWPTP) provocou uma diminuição do nível de lactato para um nível similar às 
células não resistentes (K562). Este resultado sugere que há diferença na forma 
preferencial de metabolização da glicose pelas células K562, Lucena-1 e Lucena-
ShRNA LMWPTP, sendo que as células resistentes têm uma maior tendência em 
converter glicose em lactato. Diante disso, foi avaliada a capacidade das células em 
reduzirem o MTT. A Figura 15 mostra que as células Lucena-1 apresentam menor 
capacidade de reduzir o MTT, este resultado reforça a hipótese de que nessa 
linhagem há predominância da via de degradação anaeróbica da glicose. O MTT 
pode ser reduzido por desidrogenases em geral, apesar disso, a maior parte do 
mesmo é reduzido por desidrogenases mitocondriais, portanto, este método fornece 
uma indicação do funcionamento da mitocôndria (Mosman, 1983). Desta forma, o 
fato da Lucena-1 reduzir menos o MTT é indicação de que as mitocôndrias nessas 
células estão menos ativas (ou são menos acionadas).  
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Figura 14. Dosagem de lactato no meio extracelular das células K562, Lucena-
1, controle negativo e Lucena-ShRNA LMWPTP. As células (1x105 células /mL) 
foram plaqueadas, coletadas após 48 horas, centrifugadas e o meio utilizado para a 
dosagem do lactato. A dosagem do lactato foi realizada com o Kit da Bioclin. Média 
de dois experimentos realizados em triplicata. Análise estatística: ANOVA seguido 
de teste de Turkey. #p<0,05 Lucena-1 comparado à K562; *p<0,05 Lucena-ShRNA 
LMWPTP em relação à Lucena-1.  
 
 
Figura 15. Análise da redução do MTT de K562, Lucena-1, controle negativo e 
Lucena-ShRNA LMWPTP. As células (1x105 células/mL) foram plaqueadas e 
cultivadas por 48 horas, em seguida as células foram contadas, centrifugadas e 
novamente 1x105 células/mL foram ressuspendidas em meio contendo MTT 0,5 
mg/mL. Após 2 horas de incubação à 37˚C, o meio de cultura foi retirado e o 
formazan solubilizado com etanol e a absorbância do mesmo medido a 570 nm. Em 
análise estatística utilizando teste T não pareado para variações semelhantes entre 
K562 e Lucena-1. Análise estatística: ANOVA seguido de teste de Turkey. #p<0,05 
Lucena-1 comparado à K562; *p<0,05 Lucena-ShRNA LMWPTP em relação à 
Lucena-1. 
57 
 
 
 
 
 Conforme relatado anteriormente, a maioria das células diferenciadas utiliza 
glicose como uma das principais fontes de energia para o crescimento e 
sobrevivência (Levine et al., 2010). Em condições de boa oxigenação, a glicose é 
completamente degradada a CO2 e água através da via glicólise, ciclo de Krebs e 
cadeia respiratória, cujos processos permitirão a produção de ATP. Por outro lado, 
quando a disponibilidade de oxigênio é limitada, a glicose predominantemente será 
metabolizada a lactato (saldo energético menor, dois ATPs). Apesar disso, a glicólise 
anaeróbica é a principal via de metabolismo de glicose em células tumorais, mesmo 
que o oxigênio esteja disponível, fenômeno descoberto por Otto Warburg (Warburg, 
1956). A glicose também é utilizada pelas células tumorais para síntese de 
aminoácidos, nucleotídeos e acetil-CoA, os quais servirão como unidades básicas 
para a síntese de lipídeos, proteínas e ácidos nucléicos, essenciais para a 
sobrevivência e proliferação celular (Lunt et al., 2011).  
A investigação de proteínas envolvidas em vias de sinalização downstream direta 
e/ou indiretamente ao metabolismo de glicose mostrou baixa expressão de Glut-1 e 
de PKM2 na linhagem Lucena-ShRNA LMWPTP, bem como menor inibição de 
PKM2 (Figura 16), que pode estar relacionado à menor expressão de Src nessa 
linhagem.  
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Figura 16. Metabolismo oxidativo nas células com silenciamento de LMWPTP 
predomina ao glicolítico. Avaliação de expressão da proteína Glut-1 e de atividade 
de PKM2 na célula leucêmica silenciada a LMWPTP, Lucena-ShRNA LMWPTP, e 
seu controle negativo do silenciamento. O resíduo Tyr105 de PKM2 refere-se ao sítio 
inibitório. α-Tubulina foi usada como controle interno. 
 
 
Silenciamento da LMWPTP culmina com o aumento da expressão de 
microRNAs que tem como alvos enzimas da via glicolítica e função 
mitocondrial 
Ao considerar que algumas proteínas mitocondriais foram fortemente reguladas 
negativamente em células resistentes a quimioterápicos e a LMWPTP modula a 
expressão de miRNAs (Abrantes et al., 2014), foram examinados os miRNAs que 
estão diferencialmente expressos nas linhagens sensível e resistente à 
quimioterápicos. A Tabela 1 mostra miRNAs que estão mais e menos expressos na 
linhagem Lucena-1.  
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Tabela 1. MicroRNAs diferencialmente expressos nas células Lucena-1 e K562 
associados com o metabolismo glicolítico e função mitocondrial. 
miRNAs 
Fold change 
(Lucena-1/K562) 
Alvos 
hsa-miR-99a 122,75 VDAC1 
hsa-miR-125b 72,8 SDH 
hsa-miR-935 14,94 Carreador mitocondrial de piruvato (MCP2)* 
hsa-miR-181a 9,68 Hemgn*, c-Myc* 
hsa-miR-181b 7,48 Hemgn*, c-Myc* 
hsa-miR-127-3p 4,43 Aconitase* 
hsa-miR-1972 3,88 SDHA, isocitrato desidrogenase* 
hsa-miR-625 3,81 VDAC, c-Myc* 
hsa-miR-1285 3,03 SDHA, c-Myc* 
hsa-miR-451 -2,55 Lactato desidrogenase*, receptor de insulina* 
hsa-miR-143 -3,28 Lactato desidrogenase* 
hsa-miR-155 -2,8 Lactato desidrogenase* 
*As proteínas-alvo indicadas com asterisco não foram analisadas por western 
blotting neste estudo. 
 
O aumento da expressão de miRNA-125b tem sido associado a doenças 
hematológicas, tais como a leucemia mieloide aguda e síndrome mielodisplásica 
(Bousquet et al., 2010 e 2012; Banzhaf-Strathmann e Edbauer, 2014). Além disso, 
nos seres humanos, miRNA-125b-2 está organizado como um cluster com miRNA-
99a e miRNA-let7-c, que mostra função de promotor de transcrição (Shaham et al., 
2012). Nesse sentido, também foi detectado altos níveis de ambos os miRNAs em 
Lucena-1. De acordo com o resultado de Fold Change dos miRNAs de Lucena-
1/K562, observa-se que o miRNA-125b e miRNA-99a encontram-se mais expressos 
nas células Lucena-1. O miRNA-125b que tem como alvo SDH, foi 72 vezes mais 
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expresso em Lucena-1, e corrobora com a forte inibição de SDHA nas células 
Lucena-1, conforme observado no western blotting.  
Por outro lado, o miRNA-451, miRNA-143 e miRNA-155 foram muito menos 
expressos em Lucena-1 quando comparado a K562, e todos apresentam como alvo 
lactato desidrogenase, e miRNA-451 como alvo receptor de insulina. Curiosamente, 
quando LMWPTP foi silenciada, estes miRNAs foram mais expressos. Mais uma 
vez, os nossos resultados reforçam a importância desta fosfatase na regulação 
específica de miRNAs e a contribuição dessa fosfatase para o perfil glicolítico na 
linhagem resistente a quimioterápicos. 
 A análise de miRNA diferencialmente expresso entre as células Lucena-
ShRNA LMWPTP e Lucena-1 também foi realizada. A Tabela 2 reúne os dados 
comparativos entre as linhagens. Os miRNAs que estão mais expressos nas células 
Lucena-ShRNA LMWPTP regulam negativamente enzimas envolvidas no 
metabolismo glicolítico.  
Conforme observado na Tabela 2, a expressão dos miR-222, miR-484 e miR-326 
está maior nas células Lucena-ShRNA LMWPTP. Esses miRNAs apresentam como 
alvo a PKM2, a qual encontra-se fortemente menos expressa nessa linhagem. No 
entanto, essa proteína encontra-se na forma menos inibida, devido a menor 
fosforilação de seu resíduo inibitório, conforme discutido anteriormente, 
possivelmente devido a menor expressão de Src, potente inibidor de PKM2. Ao todo, 
os nossos resultados de inibição de LMWPTP em células de leucemia resistente a 
quimioterápicos sugerem a contribuição do metabolismo de glicose anaeróbia para 
aeróbia. 
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Tabela 2. MicroRNAs diferencialmente expressos nas células Lucena-ShRNA 
LMWPTP e Lucena-1 associados com o metabolismo glicolítico e função 
mitocondrial. 
microRNA 
Fold change 
Lucena-ShRNA LMWPTP/Lucena-1 
Alvo 
hsa-miR-222 14,7 PKM2 
hsa-miR-222 10,37 PKM2 
hsa-miR-100 9,3 mTOR* 
hsa-miR-451 7,22 Lactato desidrogenase 
hsa-miR-484 4,95 PKM2 
hsa-miR-631 3,36 HIF-1α* 
hsa-miR-326 3,3 PKM2 
hsa-miR-433 3,76 HIF-1α* 
hsa-miR-155 2,67 Lactato desidrogenase 
hsa-miR-143 2,3 
Hexoquinase II* e Lactato 
desidrogenase* 
hsa-miR-210 - 6,87 
Aconitase e complexo 
mitocondrial* 
*As proteínas-alvo indicadas com asterisco não foram analisadas por western 
blotting neste estudo. 
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6. CONCLUSÃO 
As células leucêmicas resistentes apresentam fenótipo predominante glicolítico e 
a maior expressão de LMWPTP nessas células pode ser importante para a 
reprogramação do metabolismo de glicose.  
A maior atividade de LMWPTP nas células Lucena-1 causa aumento na 
expressão de miRNAs que tem como alvos proteínas mitocondriais. Por outro lado, 
identificamos menor expressão de miRNAs que atuam sobre a Lactato 
desidrogenase e Receptor de Insulina. Esta modulação em nível de expressão 
proteica contribui para a reprogramação metabólica, que culmina na predominância 
do metabolismo glicolítico. Ademais, foi observado que o silenciamento de LMWPTP 
provocou switch para o metabolismo oxidativo. 
Esse trabalho mostra de forma inédita que a LMWPTP participa de forma 
relevante na reprogramação metabólica da glicose através de uma fina regulação de 
proteínas em nível de expressão e de atividade. Portanto, essa proteína tirosina 
fosfatase pode ser um alvo em potencial para o tratamento de pacientes leucêmicos 
resistentes a terapia tradicional. 
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Lucena-1 (A) 
 
Lucena-ShRNA LMWPTP (B) 
 
 
Figura 17.  Participação de LMWPTP na reprogramação metabólica. A figura de 
Lucena-1 (A) representa a participação de LMWPTP na modulação positiva do 
metabolismo glicolítico em CML resistente a quimioterápicos. E a figura de Lucena-
ShRNA LMWPTP (B) apresenta que na baixa expressão de LMWPTP ocorre a 
reversão do switch metabólico para o oxidativo. 
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